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第 1 章 要約 
骨髄中に存在する間葉系幹細胞は、障害部位に集積し組織修復作用や免疫抑作用を 
発揮することが知られており、様々な障害因子による肺障害を改善することが報告さ
れているが、その機序については未解明な部分も多い。特発性肺線維症の主病態であ
る肺の線維化の病因の一つとして肺胞上皮細胞における TGF-β1 (transforming 
growth factor-β1)の上昇、活性酸素種（reactive oxygen species：ROS）の増加が特
に重要と考えられている。また、ROS を含めた種々の細胞内外からのストレスは小
胞体ストレス応答を誘導するが、特発性肺線維症患者の肺胞上皮細胞でも小胞体スト
レスが誘導されている報告がある。肺線維症の動物モデルであるブレオマイシン誘導
肺線維症マウスモデルにおいて、免疫組織学的検討により肺胞上皮細胞で ROS 産生
の増加、小胞体ストレスマーカーの一つである BiP の発現と TGF-β１の発現上昇を
認めた。肺胞上皮細胞における小胞体ストレスが TGF-β1 発現上昇させることが報告
されており、肺胞上皮細胞における ROS の産生、小胞体ストレス応答による TGF-β
１の発現が肺の線維化の中心的役割を持つと考えられた。 
Stanniocalcin1 (STC1)は種を超えよく保存されている蛋白で、間葉系幹細胞が液
性因子 STC1 を大量に傍分泌し、Uncoupling Protein 2（UCP2）を介して、障害細
胞のミトコンドリア由来 ROS を逓減させることで障害細胞のアポトーシスを抑制す
ることを示した。ブレオマイシン誘導肺線維症マウスモデルにおいて、全身投与され
た間葉系幹細胞から分泌された STC1 が、肺胞上皮細胞で増加した ROS 産生を抑制
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し、小胞体ストレスマーカーの一つである BiP 発現を抑制する。その結果として、
TGF-β1 発現が抑制されることで肺障害、肺の線維化が抑制されることを示した。こ
の STC1 による抗酸化作用を介する抗線維化作用は、間葉系幹細胞の遺伝子操作によ
る STC1 分泌能増加によりブレオマイシン肺線維症の線維化抑制作用を増強させる
ことが可能で、効率的な遺伝子治療の可能性を示した。また、TGF-β1、過酸化水素
の刺激が間葉系幹細胞の PI3K/Akt/mTOR 経路の活性化に依存して、STC1 分泌を促
進することを明らかにした。 
本研究では、STC1 そのものにブレオマイシン誘導肺線維症を軽減させる役割があ
るのを証明すると同時に、間葉系幹細胞の線維化抑制作用に STC1 が関わることを示
した。STC1 は多くの癌に高発現しており、肺線維症患者における肺癌発生率が高率
であるため、STC1 と発癌との関連は十分解明されておらず臨床に応用するにあたっ
て十分注意する必要がある。私の研究は、特発性肺線維症の新規治療開発への可能性
を示唆するものである。 
 
 
 
 
 
 
6 
 
第 2 章 研究背景 
特発性間質性肺炎は、原因は不明の予後不良の慢性進行性呼吸器疾患である。特発
性間質性肺炎の半分を占める特発性肺線維症（IPF）は、線維芽細胞の増殖、細胞外
マトリックスの沈着、瘢痕化が病理学的所見であり、肺障害の修復障害、異常な創傷
治癒による過剰な線維化と、炎症が関与しているといわれている１）。繰り返す上皮障
害から異常な創傷治癒反応が生じ、また間葉系細胞である筋線維芽細胞が基底膜断裂
の誘発、肺胞上皮細胞のアポトーシス促進により障害を持続させるこれら上皮、間葉
の相互的な調整異常により線維化誘導サイトカインである TGF-β を産生され、線維
芽細胞の活性化することにより線維化の進行へと至る 2)。線維化の主体であるコラー
ゲンを産生する筋線維芽細胞は、TGF-β による線維芽細胞の分化によるものや、肺胞
上皮細胞の障害により、肺胞上皮細胞が間葉系細胞の特徴を獲得し線維芽細胞の活性
化をきたす仮説もある 3)。 
IPF の予後は特に悪く、診断後の平均生存期間は 2-3年とされる 1,4,5)。これは非小
細胞肺癌の StageII から III に相当する。非小細胞肺癌に関しては、抗がん剤など治
療選択肢があるが、IPF は有効な治療法がなく殆どの症例が確実に進行し死に至るた
め、より深刻といえるかもしれない。IPF の病理所見は炎症細胞浸潤に乏しい完成さ
れた線維化の所見と、それに近傍して出現している線維芽細胞の増殖が特徴であり、
これに対し有効な治療法はない。ステロイドや免疫抑制剤も有効ではなく 1)、活性酸
素種（ROS）のスカベンジャーである N-アセチルシステインの効果は限定的で 6-8)、
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抗線維化薬 Pirfenidone も短期的な肺機能や運動耐容能の改善が報告されるのみで
ある 9)。チロシンキナーゼ阻害薬 BIBF 10-12)、BIBF1120 13)、は IPF に起因する急激
な肺活量減少を抑制する可能性を示したが、生命予後改善には十分な効果はなく、新
規治療法の開発が急務とされている 14)。 
IPF の主病態は肺の線維化によるガス交換の障害であるが、その病因として種々の
サイトカイン、増殖因子などの関与が指摘されている。なかでも肺胞上皮細胞におけ
る TGF-β1 の上昇、活性酸素種（reactive oxygen species：ROS）の増加については
特に重要と考えられている 1,15)。 
近年 TGF-β1 の産生増強に ROS が誘導する小胞体ストレスが関与するという報告
がある 16-19)。小胞体はタンパク質の品質管理や細胞内カルシウムの制御、膜脂質の
生合成などにおいて重要な役割を果たす細胞小器官である。タンパク質は小胞体内で
折りたたみ（フォールディング）を受け、その後、様々な修飾を受け成熟蛋白となる
が、ROS を含めた種々の細胞内外からのストレスが、蛋白折りたたみを阻害し、結
果として小胞体内のミスフォールドタンパク質蓄積が誘導されることがわかってい
る。これが小胞体ストレス応答あるいは unfolded protein response（UPR）といわ
れる応答機構で、小胞体ストレス下では恒常性を維持する目的でシャペロン分子（ミ
スフォールド蛋白の再フォールディング化を促進する分子Heat Shock Proteinなど）
の誘導が起こる（図 1）。 
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図 1. 小胞体ストレス応答の概略 
 
UPR はミスフォールドタンパク質の蓄積に対して起こるシグナル伝達経路のこと
で、(1) adaptation, (2) alarm, (3) apoptosis の 3 つのシグナルに大別される。(1) 
adaptation は正常な小胞体機能を再構築するための応答であり、フォールディング
促進因子や小胞体関連分解因子の発現誘導および新規タンパク質の翻訳抑制などが
挙げられる。(2) alarm は細胞に起こった何らかの異常を知らせる応答であり、自然
免疫および炎症性シグナル伝達経路の活性化が挙げられる。(3) apoptosis は(1), (2) 
の応答で対応できない場合に誘導される応答であり、caspase 依存的アポトーシス、 
9 
 
caspase 非依存的ネクローシス、オートファジーなどが挙げられる 20-22)。 
UPR においては、 inositol requiring 1 (IRE1), PKR-like kinase (PERK), 
activating transcription factor 6 (ATF6)の 3 種類の小胞体ストレスセンサー分子が
活性化される（図 2）。 
 
 
図 2. UPR と小胞体ストレスセンサー分子 
 
これらの下流にあるエフェクターからの情報は核内で統合し、UPR の標的遺伝子
の転写が活性される。活性化された IRE1 は、x-box binding protein 1 (XBP1) mRNA
のスプライシングを誘導し、この転写因子 XBP1 がフォールディング促進因子や小胞
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体関連分解因子の発現を誘導する。重度の小胞体ストレスに長時間晒されると、IRE1
による JNK や p38 など MAPK の活性化の結果、アポトーシスを引き起こす。活性
化されたPERKは eukaryotic initiation factor 2 α subunit (eIF2α)によるグローバル
な翻訳抑制を引き起こし小胞体への負荷を軽減する。しかし、転写因子 activating 
transcription factor 4 (ATF4)の転写は、eIF2α のリン酸化に伴って選択的に活性化さ
れ、この ATF4 が UPR 標的遺伝子の発現、アポトーシス関連分子である C/EBP 
homologous protein (CHOP)の発現を誘導する。IPF 患者の肺胞上皮でもシャペロン
分子が誘導されることが報告されている 17)。興味深いことにマウスモデルに於いて、
HSP70 過剰発現がブレオマイシン誘導肺線維症やゲフィチニブによる肺障害を軽減
したとの報告がある 23,24)。 
骨髄の中には造血幹細胞（HSC）と間葉系幹細胞（MSC）の二つの体性幹細胞が
存在する。間葉系幹細胞は、骨芽細胞、脂肪細胞、筋細胞、軟骨細胞など、間葉系に
属する細胞への分化能に加え、上皮細胞への分化も可能とされる多能性細胞である。
また、炎症・組織障害部位への集積作用や、強力な外分泌作用などを介して、組織修
復作用や免疫抑作用を発揮することも知られているが、詳細な機序については未解明
な部分も多い 25-34)。また障害組織のミトコンドリアを修復する作用も持つとされて
いる 35)。間葉系幹細胞による治療は GVHD36)や心筋梗塞発症後の不整脈、心機能の
改善 37)が示されており、IPF の治療への有効性が期待される 38)。ブレオマイシン誘
導肺線維症マウスモデルにおいて、間葉系幹細胞の全身投与により肺障害を改善する
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報告があり、その機序として液性因子 interleukin 1 receptor antagonist (IL1RN)や
TNF-α stimulated gene/protein 6 (TSG-6)が責任分子として推定されるものの、上記
の ROS／小胞体ストレス／TGF-β1 経路に働きうる機序に関与する因子としての説
明はできない 39-41)。 
Stanniocalcin1 (STC1)は魚のエラから同定され、種を超えよく保存されている蛋
白である。特にほ乳類では 100 %相同で、生体にとって重要な役割を持つものと推定
される。当初は海水のカルシウム流入から生体を防御する因子と考えられており、ほ
乳類における STC1 の役割は不明であったが、1990 年代に入ってから梗塞下の神経
細胞、心筋細胞、角膜細胞の細胞死などを抑制することがわかってきた 42-47)。東北
大学呼吸器内科のグループは、酸化ストレスや紫外線曝露下に暴露された障害細胞と
間葉系幹細胞を共培養すると、間葉系幹細胞が液性因子 Stanniocalcin1（STC1）を
大量に傍分泌（Paracrine）し、障害細胞のアポトーシスを抑制することを示した。
その機序として、STC1 が Uncoupling Protein 2（UCP2）を介して、障害細胞のミ
トコンドリア由来 ROS を逓減させることを示した 48)。UCP2 はミトコンドリアの膜
電位を逓減させることによりミトコンドリア由来の ROS 産生を抑制するとともに、
ミトコンドリア膜電位低下による ATP 産生減少を補完するために解糖を誘導するこ
とにより障害細胞の生存を助ける。この状況は、ミトコンドリアの TCA サイクルが
完全に抑制されるわけでは無いので、好気的解糖（Aerobic Glycolysis）と呼ばれる
(図 3)。いわゆるワルブルグ効果の本体と考えられている 48,49)。 
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図 3. UCP2 はミトコンドリアの膜電位を逓減させることによりミトコンドリア由来
の ROS 産生を抑制するとともに、ミトコンドリア膜電位低下による ATP 産生減少を
補完するために解糖を誘導することにより障害細胞の生存を助ける。 
 
全身投与された間葉系幹細胞がブレオマイシン誘導肺障害を改善する際に、間葉系
幹細胞から分泌される STC1 が肺の障害細胞で増加した ROS の抑制に作用している
ことを仮説として立てた。また、STC1 の作用により、障害をうけた肺胞上皮細胞で
増加している ROS の抑制が、小胞体ストレス、TGF-β1 を抑制し、肺の線維化の軽
減にいたると仮説を立てた。 
 以上より、私は、実験により STC1 そのものにブレオマイシン誘導肺線維症を軽減
させる役割があるのを証明すると同時に、間葉系幹細胞の線維化抑制作用に STC1 が
関わることを示した。また間葉系幹細胞の遺伝子操作による STC1 分泌能増加がブレ
オマイシン肺線維症抑制作用を増強させること、これらが ROS／小胞体ストレス／
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TGF-β1 経路を抑制することを示した。私の研究は特発性肺線維症の新規治療開発へ
の可能性を示唆するものである。 
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第 3 章 研究目的 
間葉系幹細胞全身投与によるマウスブレオマイシン肺線維症モデルの肺障害抑制
の主体は、間葉系幹細胞より分泌された STC1 の作用であることこと、また、STC1
の肺線維化作用として障害を受けた肺胞上皮細胞において増加した ROS／小胞体ス
トレス／TGF-β1 経路を抑制することを明らかにするために実験を行った。 
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第 4 章 研究方法 
第 1 節 細胞株 
 ヒト肺胞上皮細胞 A549 細胞、H1299 細胞、ヒト線維芽細胞 MRC-5 細胞、HFL1
細胞は、ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA)より入手
した。A549 細胞、H1299 細胞、MRC5 細胞、HFL1 細胞は L-グルタミン含有 DMEM
培地に 10 ％の血清と 1 %のペニシリンストレプトマイシンを添加して培養した。ヒ
ト間葉系幹細胞 UE6E7T-2、マウス間葉系幹細胞 KUM10 は、理化学研究所 バイ
オリソースセンターより入手した。UE6E7T-2 細胞、KUM10 細胞は L-グルタミン含
有MEM-α培地に20 ％の血清と1 ％のペニシリンストレプトマイシンを添加して培
養した。 
 
第 2 節 試薬 
Recombinant STC1 protein (RD172095100)は Bio-Vendor (Modrice, CZECH)よ
り購入した。Human TGF-β1 (240-B-002)、STC1 ELISA reagents (DY2958)は R&D 
(Minneapolis, MN, USA)より購入した。AKT1-3 阻害剤である AKT inhibitor 
VIII(#124018)は Merck (Tokyo, Japan)より、PI3K 阻害剤である Ly294002 は Cell 
Signaling Technology (Tokyo, Japan) よ り 、 mTORC1 阻 害 剤 で あ る
Rapamycin(R-5000)は LC Laboratories (Woburn, MA, USA) より購入した。ブレオ
マイシンは日本化薬（東京）より購入した。 
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第 3 節 マウス 
C57BL/6J マウスは日本チャールズリバー （Yokohama, Japan）から購入した。
ブレオマイシン誘導肺線維症マウスモデル作製のために、C57BL/6J の 8 週齢の雌マ
ウスを使用した。マウスは東北大学大学院医学系研究科付属動物実験施設内で維持し、
東北大学動物実験委員会の指針に基づいて管理した。 
 
第 4 節 遺伝子発現用プラスミド 
 サイトメガロウイルス（CMV）プロモーターによる STC1 遺伝子過剰発現プラス
ミド(CMV STC1 プラスミド)と、そのネガティブコントロールである CMV CTRL
プラスミドの作製は、ベクタープラスミドは pBluescript Ⅱ KS(+) vectors(Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA)を用い BamH1 制限酵素にて切断し使用した。
制限酵素にて準備したベクタープラスミドを Alkaline Phosphatase(Takara, Otsu, 
Japan)にて Bap 処理を施行した後にベクタープラスミドとヒト STC1 cDNA を
BamH1 サイトにてライゲーションを施行し、DH5α(Takara)に形質転換した。形質
転換したDH5α E.coliをLB培地（Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD）
にて培養した後に plasmid plus kit (QIAGEN, Valencia, CA)を用いてプラスミド
DNA を精製した。精製したプラスミド DNA はダイターミネーター法（Life 
technology）を用いてシークエンスを行い、cDNA の導入が正確に行われたことを
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ABI PRISM 3500XL (Life technology)にて確認した。 
 また、RNA ポリメラーゼ III プロモーターSTC1 遺伝子抑制発現プラスミド
（siRNA 発現プラスミド）である short-haripin STC1 (sh STC1)プラスミドと、そ
のネガティブコントロールである sh CTRL プラスミドは、pBAsi hU6 Pur DNA 
(Sequence IDs; TA0811-1, pBA-si-hu6-pur-SNC1, TaKaRa, Shiga, Japan)を用いて
作製した。 
 
第 5 節 細胞内への遺伝子導入 
 細胞への遺伝子導入は CalPhos Mammalian Transfection kit (Clontech, Mountain View, 
CA, USA)を用い常法に従った。以下にその概要を示す。細胞を T75 flask に播き、70％ 
コンフルエントになるまで培養した。トランスフェクション試薬の調整法は、プラス
ミド DNA 8 μg、112 μl Calcium solution に滅菌水を加え計 900μl に調整したのち
2x HBS 900 μl を加えボルテックスし、15 分後に培養細胞に添加した。8 時間後に培
地を交換し、その 24 時間の時点でマウスへの尾静脈もしくは ELISA を施行した。 
 また、siRNA のトランスフェクションには、siPORT (TM) NeoFX (TM) (Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA)を用い常法に従った。UCP2 siRNA (Ambion® 
Silencer® select UCP2 siRNA, # 4390824)とネガティブコントロール  siRNA 
(Ambion® Silencer® Negative Control #1 siRNA,#4390843)は Life technology より
購入した。以下にその概要を示す。siPORT™ NeoFX™ Transfection Agent 5 μl を
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Opti-MEM® I 培地 95 μl に添加後、25℃下で 10 分間インキュベートし、Silencer® 
Select siRNA を Opti-MEM® I 培地に加え 5 nM に調整した混合液を加えて、25℃
下で 10 分間インキュベートした。細胞を 6-well plate (2x105 cells/plate)に播いた直
後に、この混合液を細胞に添加し、48 時間後に培地を交換したのち実験を行った。 
 
第 6 節 RNA 精製と定量的 real time(RT)-PCR 
 培養細胞からの total RNA の抽出には RNeasy mini kit (Qiagen)を用い、そのプロ
トコールに従って行った。精製した RNA は Nanodrop 2000 (Thermo scientific, 
Wilmington, DE , USA)で濃度を測定し、OD260/OD280 ratio が 2.0 以上であり、高
純度の RNA が得られていることを確認し、High Capacity RNA-to-cDNA kit 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を用いて cDNA を合成した。定量的 real 
time(RT)-PCR は Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)を用
いて DNA Engine Opticon 2 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)で行った。なお、internal 
control として β-actin を用い、遺伝子発現の定量は Comparative CT 法（⊿⊿CT 法）
により行った。PCR 反応における各標的遺伝子に対するプライマーの配列は下記に
示した。 
 
  定量 PCR 反応に使用したプライマー 
プライマー名    配列 
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TGF-β1 forward: 5’-GGACATCAACGGGTTCACTA-3’  
TGF-β1 reverse: 5’-GCCATGAGAAGCAGGAAA-3’  
BiP forward:  5’-CCTGGGTGGCGGAACCTTCGATGTG-3’  
BiP reverse:   5’-CTGGACGGGCTTCATAGTAGACCGG-3’  
CHOP forward:  5’-GCCTTTCTCCTTTGGGACACTGTCCAGC-3’  
CHOP reverse:  5’-CTCGGCGAGTCGCCTCTACTTCCC-3’  
STC-1 Forward:  5’-CAGCTGCCCAATCACTTC TC-3’  
STC-1 Reverse:   5’-TCTCCATCAGGCTGTCTCTGA-3’  
UCP-2 Forward:  5’-ACAGTGTGGGAGGCCTGGTA-3’  
UCP-2 Reverse:  5’-AGGACGAAGATTCTGGCTGA-3’  
β-actin forward:  5’-GCACAGAGCCTCGCCTT-3’  
β-actin reverse:  5’-GTTGTCGACGACGAGCG-3’  
 
第 7 節 ウェスタンブロット法 
 培養細胞からのタンパク質抽出は、細胞から培地を除き、PBS で２回細胞を洗浄後
に 1 % プロテアーゼインヒビターカクテル含有 RIA buffer (25 mM Tris-HCl pH7.6 , 
150 mM NaCl, 1% NP-40 , 1% sodium deoxycholate , 0.1% SDS)を加え、セルスク
レイパーで細胞を剥がして回収した。1 分間のボルテックス後、10 分間氷上で冷却し、
遠心分離して上清を回収し、タンパク質濃度は BCA 法を用いて定量した。 
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 マウスから摘出した肺は液体窒素に凍結後、-80℃で保存し、タンパク質抽出時に
1 % プロテアーゼインヒビターカクテル含有 RIA buffer を加え、ホモジェナイザー
で粉砕後に１分間ボルテックスを行い、10 分間氷上で冷却し、遠心分離して上清を
回収後、タンパク質濃度は BCA 法を用いて定量した。 
  培養細胞とマウス肺から抽出した各タンパク質をサンプルとして用いウェスタン
ブロット法を行った。ポリアクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE を行った後、
PVDF 膜への転写を行った。その後、転写した PVDF 膜は PVDF Blocking Reagent 
for Can Get Signal® (TOYOBO LIFE SCIENCE , Osaka , Japan)を用いて 25℃下で
1時間ブロッキングを行った。次に、0.05% Tween 20-PBS で PVDF 膜を洗浄し、１
次抗体反応（室温）を１時間おこなった。１次抗体反応後、0.05%Tween 20-PBS で
PVDF 膜を洗浄し、2 次抗体反応（25℃）１時間を行った。２次抗体反応後、
0.05%Tween 20-PBSでPVDF膜を洗浄し、ECL Western Blotting Detection System 
(GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)で抗体反応を検出した。 
1次抗体は抗TGF-β1抗体（R&D Systems, MAB240）,抗GRP78 BiP抗体 (abcam, 
ab21685), 抗 STC1 抗体(R&D Systems,AF2958)、抗 β-actin 抗体 (Sigma-Aldrich, 
clone AC-15)を使用した。2 次抗体は抗ウサギ IgG-HRP 抗体 (sc-2030, santa cruz 
biotechnology）、抗マウス IgG-HRP 抗体（sc-2031, santa cruz biotechnology）を用
いた。定量は Quantity One 4.6 (Bio-RAD)で計測し、β-actin で標準化した。 
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第 8 節 ELISA 
培地中の STC1 タンパク量濃度は 6-well plate (2x105 cells/plate)に細胞を播き、プ
ラスミドをトランスフェクションした 8 時間後に新しい培地と交換し、24 時間後の
培地 100μl を ELISA kit (DY2958; R&D)を用いて計測した。ELISA による計測は下記
の通りである。 
 96 ウェルプレートに Capture Antibody( 抗ヒト STC1 抗体 )を各ウェル
100μl(1.6μg/ml)ずつ滴下し、室温下で18時間置いたのち、Wash Buffer(R&D systems, 
#WA126)で 3 回洗浄し、Reagent Diluent(R&D Systems, DY995)を各ウェル 300μl
ずつ滴下し、室温で 1 時間インキュベートした。Wash Buffer で 3 回洗浄のち、計測
する培地を 100μl ずつ滴下し、室温で 2 時間インキュベートのち Wash Buffer で 3
回洗浄し、ビオチニル化ヤギ抗ヒト STC-1 抗体 200ng/ml に加熱非活性化ヤギ血清
2%を添加調整した Detection Antibody を各ウェルに 100μl を滴下し室温で 2 時間イ
ンキュベートした。Wash Buffer で 3 回洗浄し各ウェルに Streptavidin-HRP 100μl
ずつ滴下し室温で 20 分インキュベートのち、Wash Buffer で 3 回洗浄し 100μl の
Substrate Solution(R&D Systems, #DY999)を滴下し、室温の暗室に 20 分インキュ
ベートしたのち、Stop Solution(R&D Systems, #DY99)を添加しプレートリーダーで
測定した。波長 450 nm で測定し、570nm で測定した値で補正した。 
 
第 9 節 ROS の定量 
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ROS 定量は acetoxymethyl ester dye, 6-carboxy-2′,7′-dichlorodihydrofluorescein 
diacetate (C2938; Molecular Probes, Eugene, OR)を剥離した細胞と混合し、フロー
サイトメトリー（EPICS XL-MCL,BECKMAN COULTER）を用いて、mean 
fluorescence intensity を励起光 488nm で計測した。 
 
第 10 節 ブレオマイシンを用いた肺線維症マウスモデルの実験 
 8 週齢の雌の C57BL/6J にブレオマイシンを 1 mg/kg となる濃度に調整（生理的食
塩水 50 μl 中に 20 μg）し、経気道的に投与した。コントロール群は生理的食塩水 50  
μl を経気道的に投与した。recombinant STC1 投与群はブレオマイシン投与直後に 5  
μg を経気道的に投与した。無治療群は PBS 200 μl を尾静注した。間葉系幹細胞
（UE6E7T-2, KUM10）投与群はブレオマイシン投与 24 時間後に間葉系幹細胞(PBS 
200μl 中に 5x105個）を尾静脈より投与した。間葉系幹細胞にプラスミド (shCTRL, 
shSTC1, CMV CTRL, CMV STC1)を導入した投与群は、プラスミドをトランスフェ
クションした 24 時間後に 5x105個を尾静注した。ブレオマイシン投与 14 日目に両肺
を摘出し、右肺をコラーゲン量の測定、左肺を組織標本作製、副葉からタンパクを抽
出した。 
 
第 11 節 Q tracker による細胞トラッキング 
 間葉系幹細胞(UE6E7T-2)にプラスミドをトランスフェクションした 24 時間後に
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Qtracker® 655 Cell Labeling Kit (Life Technologies, Q25021MP)で蛍光ラべリング
処理を行ったのち、尾静脈に投与した。 
 
第 12 節 マウス肺のコラーゲン量の定量 
 ブレオマイシン経気道投与１４日目にマウスを屠殺、肺を摘出し、右肺を Sircol 
Collagen Assay kit (Biocolor Ltd., Belfast, Northern Ireland)を用いてコラーゲン量
の定量を行った。マウス肺を 2～5mm 程度の断片に切り、ペプシンを加えた 0.5M 酢
酸（ペプシン濃度 0.1 mg/ml 0.5 M 酢酸）に入れ 4℃で 24 時間インキュベートし
た。遠心後にコラーゲンと結合する Sircol dye reagent を添加し 30 分間撹拌し、遠
心後にペレットを alkali reagent を添加しプレートリーダーの波長 570 nm で測定し
た。 
 
第 13 節 ヘマトキシリン・エオジン染色、エラスティカ・マッソン染色 
マウスの左肺を 10％中性緩衝ホルマリンで固定しパラフィン切片を作製し、ヘマ
トキシリン・エオジン染色、エラスティカ・マッソン染色を行った。 
 
第 14 節 8-OHdG の免疫組織化学染色 
肺のパラフィン切片をクエン酸緩衝液（pH 6.0）で 120℃、10 分間処理し抗原賦
活処理を行った。その後、Protein Block Serum-Free (DAKO,Tokyo, x0909)を使用
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して室温で 10 分間ブロッキングを行った。抗 8-OHdG 抗体(日研ザイル, 
MOG-100P)と反応させ 4℃で一晩インキュベートし、抗体の検出にはジアミノベン
ジジンと反応させ発色されてヘマトキシリンでカウンター染色を行った。8-OHdG 染
色の発現強度は HistoQUEST analysis software (TissueGnostics, Vienna, Austria)
を用いて、平均発現強度を計測した。 
 
第 15 節 蛍光免疫染色法 
TGF-β1、BiP の多重蛍光染色は、肺のパラフィン切片をクエン酸緩衝液（pH 6.0）
で 120℃、10 分間処理し抗原賦活処理を行った。その後、Protein Block Serum-Free 
(DAKO)を使用して 25℃下で 10 分間ブロッキングを行った。抗 TGF-β1、抗
GRP78-BiP 抗体と反応させ 4℃で一晩インキュベートし、Alexa fluor 488 (Life 
technologies, A11008)、Alexa fluor 633 (Life technologies, A21082)を用いて 2 次抗
体反応を行った。 
 Qtracker でラベルしたヒト間葉系幹細胞を投与したマウス肺の BiP との多重蛍光
染色は、肺のパラフィン切片に Proteinase K (DAKO)を用いて 25℃下で 10 分間反応
させて抗原賦活処理を行った。その後、Protein Block Serum-Free を使用して 25℃
下で 10 分間ブロッキングを行った。抗 GRP78-BiP 抗体と反応させ 25℃下で１時間
インキュベートし、Alexa fluor 488 を用いて 2 次抗体反応を行った。 
 培養細胞はサイトスピン処理後、メタノールで 5 分間処理して固定し、Protein 
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Block Serum-Free を使用して 25℃下で 10 分間ブロッキングを行った。抗
GRP78-BiP 抗体と反応させ 25℃下で１時間インキュベートし、Alexa fluor 488 を用
いて 2次抗体反応を行った。2 次抗体反応後は、VECTASHIELD hardset Mounting 
Medium with DAPI (VECTOR LABORATORIES, Burlingame, CA ,H1500)で封入
後、共焦点レーザー顕微鏡 Zeiss LSM780 (Zeiss, Oberkochen, Germany)により
細胞、組織を観察した。 
 
第 16 節 統計 
 統計学有意差は Student の t 検定および one-way ANOVA による Tukey-Kramer
検定を用い、危険率は 5％未満で統計学的に有意差があるとした。 
なお、統計学的解析において、統計解析ソフトウェア JMP software（SAS Institute Inc., 
Cary, NC, USA)を用いた。 
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第 5 章 実験結果 
第 1 節 ブレオマイシンが誘導する A549 細胞での ROS 産生増強に対する rSTC1 の
効果 
 A549 細胞に過酸化水素 100 μmol/l 処理をすると ROS が増加するが、過酸化水素
に rSTC1 50 ng/ml を添加処理すると ROS 産生が抑制されることが報告されている。
本研究では異なる障害であるブレオマイシンを用いて、A549 細胞にブレオマイシン、
rSTC1 処理をしたときの ROS 産生をフローサイトメトリーで評価した。A549 細胞
をブレオマイシン 50 μg/ml で 24 時間処理後にフローサイトメトリーで ROS を定量
すると ROS 産生が増加するが、rSTC1 50 ng/ml を添加すると 85％の ROS 産生が抑
制されることを確認した(図 4A,図 4B)。 
図 4A                 図 4B 
 
図4. ブレオマイシンが誘導するA549細胞でのROS産生増強に対し、rSTC1はROS
産生を抑制する 
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(A)  A549 細胞にブレオマイシン 50 μg/ml、recombinant STC1 (rSTC1) 50 ng/m
で処理し、24 時間後の A549 細胞内の ROS をフローサイトメトリーより計測。 
(B)  計測した ROS の mean fluorescence intensity の相対定量。 
 
第 2 節 ブレオマイシン誘導肺線維症マウスモデルの肺障害と ROS 産生に、rSTC1
とヒト間葉系幹細胞が及ぼす影響 
ブレオマイシン肺線維症マウスモデルの肺内ではコントロールに比べ ROS 産生が
増加していた。ブレオマイシン肺線維症マウスモデルにおける STC1 の抗酸化作用と、
肺障害への影響を、rSTC1 を同モデルに経気道投与することにより検証した（図 5）。 
 
図 5. recombinant STC1 もしくは間葉系幹細胞はブレオマイシン誘導肺線維症マウ
スモデルにおける肺障害を抑制する 
 C57BL/6J マウスにブレオマイシン 20 μg を経気道的に投与し、その直後に
recombinant STC1 (rSTC1) 5 μg を経気道投与（BLM+rSTC1）、ブレオマイシンを
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投与した 24 時間後に、PBS 200 μl 尾静注（BLM）、PBS 200 μl 中に 5x105個のヒ
トもしくはマウス間葉系幹細胞を尾静注した（BLM + hMSC , BLM + mMSC）。コ
ントロール群（CTRL ）は経気道的に生食 50 μl 投与した。ブレオマイシン投与 14
日目にマウスを屠殺し評価した。14 日目に肺組織をヘマトキシリン・エオジン染色、
エラスティカ・マッソン染色で検証したところ、コントロール群と比べ、ブレオマイ
シン投与群で肺胞構造の破壊、間質の肥厚、線維化が顕著に認められた。ブレオマイ
シン投与直後に rSTC1 を投与することにより障害の程度は減弱した(図 5)。線維化
を肺のコラーゲン量を定量的に測定することで評価すると、ブレオマイシン投与群と
比べ、rSTC1 投与群ではコラーゲン量は 50％減少した（図 6A）。また、各肺組織に
おける酸化ストレスを DNA 酸化損傷マーカーである抗 8-OHdG 抗体で染色すると、
ブレオマイシン投与群で陽性細胞の増加を認める一方、rSTC1 投与群では陽性細胞の
減少を認めた（図 6B）。これらの発現強度を HistoQuest により定量化すると、ブレ
オマイシン投与群と比べ、rSTC1 投与群では発現強度が 30％減少した(図 6C)。以上
の結果から STC1 がブレオマイシン誘導肺線維症マウスモデルでの肺の線維化及び
ROS 産生を抑制させることが示された。 
次に、ヒト間葉系幹細胞が、ブレオマイシン肺線維症モデルの肺障害に対して、
ROS 産生および肺線維化抑制を持つか否かを検証した。ブレオマイシンを投与した
24 時間後にヒト間葉系幹細胞(5x105個）を尾静脈より投与し、14 日目の左肺組織の
コラーゲン量を評価した。ヘマトキシリン・エオジン染色、エラスティカ・マッソン
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染色での検討では、ヒト間葉系幹細胞投与により障害が減弱しているのが認められた
(図 6)。肺のコラーゲン量は、ブレオマイシン投与群と比べ、ヒト間葉系幹細胞投与
群で減少した（図 7A）。また、8-OHdG 染色の陽性細胞は、ブレオマイシン投与群と
比べ、ヒト間葉系幹細胞投与群で減少を認め(図7B)、HistoQuestによる定量化では、
ヒト間葉系幹細胞投与群では、ブレオマイシン投与群と比べ、発現強度が 34％減少し
た（図 7C）。 
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図 6. マウスの左肺の組織学的解析をした。ヘマトキシリン・エオジン（HE) 染色、
エラスティカ・マッソン（EM) 染色（スケールバー：200μm）。 
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図 7A 
 
図 7B 
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図 7C 
 
図 7. recombinant STC1 もしくはヒト間葉系幹細胞（Ue6E7T-2)はブレオマイシン
誘導肺線維症マウスモデルにおける肺の ROS産生、線維化を抑制する 
(A) 各群のマウスの肺線維化は、右肺のコラーゲン量を Sircol collagen kit で定量。 
(B) 各群のマウス肺の ROS 量を 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine-staining(8-OHdG)染
色（スケールバー：200μm）。(C)  8-OHdG 染色の発現強度を HistoQuest 
(TissueGnostics)で定量した。 
 
マウスの間葉系幹細胞を投与した実験でも同様の結果であった(図 8A,8B)。 
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図 8A 
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図 8B 
 
図 8. recombinant STC1 もしくはマウス間葉系幹細胞（KUM10)はブレオマイシン
誘導肺線維症マウスモデルにおける肺障害、線維化を抑制する 
(A)マウスの左肺の組織学的解析した。ヘマトキシリン・エオジン（HE) 染色、エ
ラスティカ・マッソン（EM) 染色、8-OHdG 染色（スケールバー：200 μm）。(B) 各
群のマウスの肺線維化は、右肺のコラーゲン量を Sircol collagen kit で定量。 
 
以上の結果からブレオマイシン誘導肺線維症マウスモデルへのヒト間葉系幹細胞
の全身投与は、線維化抑制と ROS 逓減を機序として、肺障害を軽減することが明ら
かとなった。ヒトおよびマウス間葉系幹細胞の肺線維化抑制作用は、rSTC1 の肺線維
化抑制作用とよく似た結果を示したことより、間葉系幹細胞の肺線維化抑制作用の少
なくとも一部は STC1 分泌に依存する可能性が示唆された。 
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第 3 節 プラスミド導入手法を用いた STC1 発現阻害もしくは STC1 過剰発現が、間
葉系幹細胞線維化抑制能に及ぼす影響 
 RNA ポリメラーゼ III プロモーターSTC1 遺伝子抑制発現プラスミド（siRNA 発
現プラスミド）と、サイトメガロウイルス（CMV）プロモーターによる STC1 遺伝
子過剰発現プラスミドを構築し、ヒト間葉系幹細胞から産生される STC1 の量を増加
もしくは減少させることにより、間葉系幹細胞が持つブレオマイシン誘導肺障害抑制
能に STC1 分子が関わるか否かを検証した。 
ヒト間葉系幹細胞に各プラスミド（shCTRL , shSTC1, CMV CTRL, CMV STC1）
をトランスフェクションさせることにより、ヒト間葉系幹細胞からの STC1 分泌を抑
制もしくは増強させる条件を作り、間葉系幹細胞が与える ROS 産生と肺線維化への
影響を検証した。ヒト間葉系幹細胞に各プラスミドをトランスフェクションさせたの
ち、培養した培地中の STC1 のタンパク量を ELISA で定量し、shSTC1 プラスミド
が STC1 分泌を抑制すること、CMV STC1 プラスミドが STC1 分泌を促進すること
を確認した(図 9)。 
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図 9.ヒト間葉系幹細胞にプラスミドをトランスフェクションさせ、STC1 タンパク分
泌量を定量 
C57BL/6J マウスにブレオマイシン 20 μg を経気道的に投与し、ブレオマイシン
を投与した 24時間後にプラスミド（shCTRL, shSTC1, CMV CTRL, CMV STC1)を
トランスフェクションしたヒト間葉系幹細胞（PBS 200μl 中に 5x105個)を尾静注し
た(図 10)。 
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図 10. ブレオマイシン肺線維症マウスモデルにプラスミドをトランスフェクション
した間葉系幹細胞を全身投与 
 
sh STC1 プラスミドをトランスフェクションしたヒト間葉系幹細胞投与群ではコ
ントロールプラスミド群と比べ、肺障害の増悪・コラーゲン量増加（図 11、図 12）
を認めた。また、CMV STC1 をトランスフェクションしたヒト間葉系幹細胞投与群
はコントロールプラスミド群と比べ肺障害は軽減、コラーゲン量の減少（図 11、図
12）を認めた。 
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図 11. shSTC1 プラスミドで STC1 分泌抑制させたヒト間葉系幹細胞投与群で肺障
害は増悪、CMV STC1 プラスミドで STC1 分泌を増強させたヒト間葉系幹細胞投与
群で肺障害は軽減する 
各群のマウス左肺の組織学的解析をした。ヘマトキシリン・エオジン（HE) 染色、
エラスティカ・マッソン（EM) 染色（スケールバー：200 μm）。 
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図 12. 各群のマウスの肺線維化は、右肺のコラーゲン量を Sircol collagen kit で定量 
 
また、sh STC1 プラスミドをトランスフェクションしたヒト間葉系幹細胞投与群で
はコントロールプラスミド群と比べ 8-OHdG 染色の陽性細胞は増加を認め(図 13A)、
HistoQuest による定量化では、発現強度が 70％上昇した（図 13B）。反対に CMV 
STC1 プラスミドをトランスフェクションしたヒト間葉系幹細胞投与群ではコントロ
ールプラスミド群と比べ 8-OHdG 染色の陽性細胞は減少を認め(図 13A)、
HistoQuest による定量化では、発現強度が 34％減少した（図 13B）。 
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図 13A 
 
図 13B 
 
図 13. (A) 各群のマウス肺の ROS 量を 8-OHdG 染色（スケールバー：200 μm）。(B) 
8-OHdG 染色の発現強度を HistoQuest  (TissueGnostics)で定量した 
 
41 
 
マウスの間葉系幹細胞を用いた実験でも同様の結果であった（図 14A、図 14B）。
以上の結果から、ヒト間葉系幹細胞が示すブレオマイシン誘導肺線維化抑制能の一部
は、STC1 分泌に依存することが明らかとなった。 
 
図 14A 
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図 14B 
 
図 14. shSTC1プラスミドでSTC1分泌抑制させたマウス間葉系幹細胞投与群で肺障
害、線維化は増悪、CMV STC1 プラスミドで STC1 分泌を増強させたマウス間葉系
幹細胞投与群で肺障害、線維化は軽減する 
(A)マウスの左肺の組織学的解析した。ヘマトキシリン・エオジン（HE) 染色、エラ
スティカ・マッソン（EM) 染色（スケールバー：200 μm）。(B)各群のマウスの肺
線維化は、右肺のコラーゲン量を Sircol collagen kit で定量。 
 
第 4 節 ブレオマイシン誘導肺線維症マウス肺組織内の小胞体ストレスマーカーBiP
（GRP78）と TGF-β1 の局在 
特発性間質性肺炎患者の肺胞上皮細胞では（ROS 蓄積）、小胞体ストレスと TGF-β1
発現の増強が認められる 16-19,50,51)。BiP は HSP70 の一種で、小胞体ストレス存在下
に、真核細胞の小胞体内に限って誘導されるため、小胞体ストレスマーカーとして頻
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用される 19,52-54)。ブレオマイシン誘導肺線維症マウスモデルにおける TGF-β1 と BiP
の発現肺組織内での局在を検証した。 
ブレオマイシン投与後 14 日目の肺組織で TGF-β1、BiP 発現を検証すると、BiP
発現が増強している肺胞上皮細胞の周囲において、TGF-β1 発現増強が認められる（図
15A）。また、間質の肥厚した線維化領域では BiP の発現の増加は認められるが、
TGF-β1 の発現量は少ない。肺組織を用いたウェスタンブロット法では、コントロー
ル群に比し、ブレオマイシン群で TGF-β1 と BiP の発現増加を認めた（図 15B、図
15C）。 
 
 
 
図 15A 
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図 15B 
 
図 15C 
 
図15. ブレオマイシン肺線維症マウスモデルにおいて肺胞上皮細胞の小胞体ストレ
スが TGF-β1 発現を上昇させる 
(A)C57BL/6J マウスに生理的食塩水（CTRL 群）もしくはブレオマイシン 20 μg
（BLM 群）を経気道的に投与し、14 日目に屠殺し肺組織を DAPI（青）、小胞体ス
トレスマーカーBiP(緑）、TGF-β1（赤）で蛍光免疫染色を施行した。(B) 肺タンパ
ク質の TGF-β1 をウェスタンブロット法。(C)肺タンパク質の TGF-β1 を β-actin をコ
ントロールとして定量。 
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これらの結果からブレオマイシン誘導肺線維症の肺組織では、肺胞上皮細胞での
TGF-β1、BiP の発現増加を認めた。一方線維化の強い部分では、BiP の発現を見る
ものの、TGF-β1 の発現は弱かった。以上より、肺の線維化過程で線維化の中心的役
割を持つ TGF-β1 は肺胞上皮細胞から分泌されること、TGF-β1 の発現は BiP 発現に
コントロールされている可能性が示唆された。 
 
第 5 節 STC1 が肺胞上皮細胞の小胞体ストレスマーカー発現に及ぼす影響 
 ヒト間葉系幹細胞から分泌される STC1 が BiP 発現を抑制して、線維化の主要な役
割をもつ TGF-β1 発現を抑制すると仮説を立てた。この仮説を検証するために、ブレ
オマイシン誘導肺線維症マウスに蛍光ラベルを施したヒト間葉系幹細胞を尾静注し、
肺内における BiP 発現細胞へ及ぼす影響を評価した。 
 ヒト間葉系幹細胞にプラスミドをトランスフェクションし、24 時間後に Qtracker
で蛍光マーキングを行った。前日にブレオマイシンを経気管内投与を受けたマウスに、
これら標識した間葉系幹細胞(5x105個）を尾静注し、3 日後に肺を取り出し、BiP 抗
体による蛍光免疫染色を行った。コントロール群に比し、ブレオマイシン投与群で、
肺胞上皮細胞、線維化部分における BiP 発現増強が認められたが（図 16A、図 16B）、
間葉系幹細胞投与群において、間葉系幹細胞周囲の BiP 発現が減少しているのが認め
られた（図 16C）。sh STC1 をトランスフェクションした間葉系幹細胞投与群では、
間葉系幹細胞周囲の BiP 発現減弱が認められず、コントロール群と比較し BiP 発現
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増加を認めた(図 16D、図 16E)。また、CMV STC1 をトランスフェクションし STC1
の発現量を増加させた間葉系幹細胞投与群では、ヒト間葉系幹細胞の周囲の BiP の発
現がコントロール群と比較し減少しているのを認めた(図 16F、図 16G)。以上からヒ
ト間葉系幹細胞から分泌される STC1 が、ブレオマイシン投与下の肺胞上皮細胞の
BiP 発現を抑制していることが示唆された。 
 
図 16 
 
 図 16.ヒト間葉系幹細胞の STC1分泌量に依存してブレオマイシン肺線維症マウス
の小胞体ストレスは抑制される 
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（A）CTRL : 生理的食塩水 50 μl を経気管的に投与。（B) BLM：ブレオマイシン
投与した 24 時間後に PBS 200μl を尾静注。（C)BLM+ hMSC  
プラスミドをトランスフェクションしたヒト間葉系幹細胞を投与した。（D)sh CTRL 
(E) sh STC1 (F) CMV CTRL (G) CMV STC1 
 
次にブレオマイシンに暴露した A549 細胞の BiP 発現に rSTC1 が与える影響を検
証した。A549 細胞をブレオマイシン 50 μg/ml で処理した群では、細胞質全体の BiP
発現増強を認めたが、ブレオマイシンに rSTC1 を加えた群では、BiP 発現減少を認
めた（図 17A）。さらに ROS→小胞体ストレスのシグナル伝達経路と STC1 の作用機
序を検討するために、ブレオマイシン暴露を行った A549 細胞をコントロール群と
rSTC1 添加群に分け、小胞体ストレスマーカーで細胞保護機能を持つ BiP と、小胞
体ストレスで誘導されるが、細胞をアポトーシスに誘導する分子である CHOP の発
現を定量 RT-PCR で検討した 19,55)。 
  ブレオマイシン処理により BiP の発現が上昇し、rSTC1 添加群では BiP の発現
が抑制された(図 17B)。次に rSTC1 の BiP 発現抑制作用が UCP2 に依存するか否か
検証した。siRNA を用いて UCP2 発現を抑制（図 18B）すると rSTC1 による BiP
の発現抑制能が失われた。また、両群で CHOP の発現に有意な変化は認められなか
った(図 18A)。 
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図 17A 
 
図 17B 
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図 17. A549 細胞におけるブレオマイシン処理で小胞体ストレス BiP の発現増加は
STC1 による抑制される。また STC1による BiP の抑制作用は UCP2 に依存する。 
A549 細胞にブレオマイシン 50 μg/ml ,ブレオマイシンと rSTC1 50 ng/ml で 24 時
間処理し、メタノール固定後、蛍光免疫染色した。(A) DAPI(青）、小胞体ストレス
マーカー BiP(緑）で蛍光染色した。 
(B)A549 細胞に UCP2 siRNA、コントロール siRNA をトランスフェクションのち、
ブレオマイシン、rSTC1 処理して 24 時間後に BiP mRNA 発現を定量的 RT-PCR で
調べた。 
図 18A 
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図 18B 
 
図 18. ブレオマイシン、rSTC1による CHOP 発現への影響しない 
(A) A549 細胞に UCP2 siRNA、コントロール siRNA をトランスフェクションのち、
ブレオマイシン、rSTC1処理して 24 時間後に CHOP mRNA 発現を定量的 RT-PCR
で調べた。(B) A549 細胞に UCP2 siRNA、コントロール siRNA をトランスフェクシ
ョンのち 48 時間後に UCP2 RNA 発現を定量的 RT-PCR で調べた。 
 
これらの結果から、アポトーシスが誘導されない程度の ROS 産生刺激により BiP
発現が誘導されること、rSTC1 は UCP2 を介した ROS 抑制を通して BiP の発現を
抑制することが示された。これらの結果から、STC1 には、ブレオマイシンが誘導す
る肺胞上皮細胞の BiP 発現を抑制する効果があることが示された。 
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第 6 節 肺胞上皮細胞の TGF-β1 発現に STC1 が及ぼす効果 
前述の結果により、ブレオマイシン誘導肺線維症マウスでは肺胞上皮細胞の
TGF-β1 発現が上昇していることがわかった。さらに STC1 の抗線維化作用は、肺胞
上皮細胞における ROS 産生抑制→小胞体ストレス抑制→TGF-β1 発現低下につなが
るとの仮説を立てた。この仮説を検証するためにブレオマイシンに暴露した A549 細
胞をブレオマイシン群、rSTC1 添加群に分け、定量 RT-PCR とウェスタンブロット
法を用いることにより、TGF-β1 発現を評価した。 
 ブレオマイシン群では、 TGF-β1 発現上昇が見られたが、rSTC1 添加群では 
TGF-β1 の発現が抑制された。UCP2 を siRNA でノックダウンすると、rSTC1 によ
る TGF-β1 発現抑制効果が著明に減弱した(図 19A、図 19B)。以上の結果から、STC1
の TGF-β1 抑制作用は UCP2 を介した ROS 産生抑制に依存すると考えられた。 
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図 19A 
 
図 19B 
 
図 19. A549 細胞におけるブレオマイシン処理で TGF-β1 の発現増加は STC1 による
抑制される。また STC1 による TGF-β1 の抑制作用は UCP2 に依存する 
(A) A549 細胞に UCP2 siRNA、コントロール siRNA をトランスフェクションのち、
ブレオマイシン、rSTC1 処理して 24 時間後に TGF-β1 mRNA 発現を定量的 RT-PCR
で調べた。(B)タンパク質のウェスタンブロット法を行った。 
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第 7 節 TGF-β1、酸化ストレスは、PI3K/Akt/mTOR シグナル伝達系を介してヒト
間葉系幹細胞の STC1 分泌を促進する   
間葉系幹細胞は、酸化ストレス下にある肺胞上皮細胞や放射線照射線維芽細胞との
共培養で大量の STC1 を分泌する。また低栄養下や低酸素下に暴露される場合でも、
間葉系幹細胞は STC1 を大量に分泌する（未発表データ）。以上より、間葉系幹細胞
は微小環境の恒常性を乱す様々な状況下で、STC1 を分泌するという仮説が立つ。
TGF-β1、酸化ストレスが肺の線維化の主要な病態であるとすれば、これら因子の過
剰な存在が、間葉系幹細胞の STC1 産生と分泌を促すという仮説が立つ。この仮説を
検証するために、間葉系幹細胞、上皮細胞、線維芽細胞に TGF-β1、酸化ストレスを
与え、STC1 の分泌、産生能を ELISA、ウエスタンブロッティング、RT-PCR で検証
した。 
その結果、間葉系幹細胞は TGF-β1(図 20A、図 21A,B)、酸化ストレス(図 23A)い
ずれにも強く反応して STC1 を分泌することが示された（図 20B）。TGF-β1、酸化ス
トレスを介したシグナルは様々な経路を通り得るが、STC1 は肺胞上皮のワルブルグ
効果を誘導する液性因子であるため、ワルブルグ効果発現を誘導し得ると報告される
PI3K/Akt/mTOR 経路に注目した 48,56,57) 。AKT 特異的阻害剤 (AKT inhibitor VIII)、
PI3K 特異的阻害薬 (Ly294002)、mTOR 阻害薬 (Rapamycin)により TGF-β1、酸化
ストレス存在下の間葉系幹細胞由来 STC1分泌は著明に抑制された（図 22、図 23A,B）。
これらの結果から TGF-β1、酸化ストレスより間葉系幹細胞が STC1 を分泌する機序
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に、PI3K/Akt/mTOR シグナル伝達系が大きく関与していることが示唆された。 
図 20A 
 
図 20B 
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図 20. TGF-β1と線維芽細胞や上皮細胞と比べヒト間葉系幹細胞の STC1 分泌能力を
亢進する 
(A)TGF-β1 5 ng/ml で処理した各細胞から分泌された STC1 の量を ELISA で定量し
た。(B)ヒト間葉系幹細胞を TGF-β1 で刺激後の、細胞のタンパク質と上清中の STC1
タンパク質のウェスタンブロット法を行った。 
 
A           B 
 
図 21. ヒト間葉系幹細胞で TGF-β1 の有無による STC1 の発現、分泌量の変化は大
きい 
(A)ELISAで培地中のSTC1タンパク量を測定し、STC1タンパク量（TGF-β1+）/STC1
タンパク量(TGF-β1－)の比率を求めた。（B）定量的 RT-PCR で STC1 mRNA 発現
量を調べたのち、（TGF-β1+）/STC1 発現量(TGF-β1－)の比率を求めた。 
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図 22. TGF-β1刺激によりヒト間葉系幹細胞の STC1 分泌能力は亢進し、STC1の分泌
には AKT/PI3K/mTOR シグナル伝達系に依存する 
AKT 特異的阻害剤（AKT inhibitor VⅢ）、PI3K 阻害剤（Ly294002)、mTOR 阻害
剤（Rapamycin)は TGF-β1 刺激による STC1 分泌を抑制する。 
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図 23A 
 
 
図 23B 
 
図 23. 酸化ストレスは線維芽細胞や上皮細胞と比べヒト間葉系幹細胞の STC1分泌能
力を亢進し、STC1の分泌には AKT/PI3K/mTOR シグナル伝達系に依存する 
(A)酸化ストレス（過酸化水素 20 μM)で処理した各細胞から分泌された STC1 の量
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を ELISA で定量した。(B)PI3K 阻害剤（Ly294002)、mTOR 阻害剤（Rapamycin)
により STC1 分泌は抑制された。 
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第 6 章 考察 
間葉系幹細胞が、様々な障害因子（リポ多糖体、エラスターゼ、ブレオマイシン、
ナフタレンなど）による肺障害を改善することがいままで報告されているが、その機
序については未解明の部分が多い 41,58-62)。私は本研究の中で、間葉系幹細胞が STC1
依存性にマウスのブレオマイシン誘導肺線維症モデルの肺障害を軽減することを示
すとともに、今まで指摘されていない新しい作用機序を示すことが出来た。私の研究
は、下記の 4 点にまとめられる(図 17)。 
① 肺胞上皮細胞に対する STC1 の ROS 逓減作用は UCP2 に依存する。 
② 間葉系幹細胞の全身投与によるブレオマイシン誘導肺線維症マウスの肺障害軽減、
線維化抑制効果の主体は間葉系幹細胞から分泌される STC1 による。 
③ STC1 による肺胞上皮内の ROS 逓減作用は、肺胞上皮細胞の小胞体ストレスの軽
減、ひいては TGF-β1 の産生を抑制する。 
④ 間葉系幹細胞は TGF-β1、酸化ストレス誘導下で、上皮細胞や線維芽細胞に比し、
大量の STC1 を分泌することを通して、肺胞上皮に蓄積される ROS を抑制し、そ
の STC1 分泌促進作用に、PI3K/Akt/mTOR 経路が関与する。 
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図 24. 間葉系幹細胞がブレオマイシン誘導肺線維症における肺の線維化を抑制する
機序 
間葉系幹細胞が分泌する STC1 が、UCP2 を依存して肺胞上皮細胞での ROS 増加を
抑制し、小胞体ストレスの抑制により TGF-β 発現を抑制する。間葉系幹細胞の STC1
分泌促進作用に、PI3K/Akt/mTOR 経路が関与する。 
 
ブレオマイシンの DNA 切断作用の反応過程で ROS が産生されるが 63)、STC1 が
ブレオマイシンにより増加した ROS を逓減させることを示した（図 4）。臨床で使用
されている抗酸化剤としての N-アセチルシステイン 6-8)は細胞内のグルタチオン濃度
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を上昇させ ROS 産生を抑制する 64)。STC1 は UCP2 発現を上昇させ、UCP2 はミト
コンドリアの膜電位を逓減させることによりミトコンドリア由来の ROS 産生を抑制
48)する点で機序が異なる。動物モデルにおける N-アセチルシステインの経気道投与
量は 1～2mg /kg であるが 65,66)、STC1 は 0.25 mg/kg で抗酸化作用があり（図 7）、
N-アセチルシステインの投与量と比較すると STC1 は少量での抗酸化作用があり、よ
り強力な抗酸化剤として期待される。 
 ブレオマイシン誘導肺線維症マウスの肺胞上皮細胞においてTGF-β1と小胞体スト
レスマーカーである BiP の発現が上昇していることを示した。肺胞上皮細胞において、
小胞体ストレスが TGF-β1 発現上昇させることが報告されており 67)、肺胞上皮細胞に
おける ROS の産生、小胞体ストレス応答が TGF-β1 の発現が肺の線維化形成の過程
において中心的な役割を持つと考えられる。肺胞上皮細胞での BiP 発現の上昇は全身
投与したヒト間葉系幹細胞の周囲で抑制され、さらにプラスミドによる遺伝子導入に
より STC1 の発現を抑制させると、周囲の肺胞上皮細胞の BiP 発現抑制は十分には認
められず、また、STC1 の発現を増加させると BiP の発現はより抑制されたことから
(図 15A)、ヒト間葉系幹細胞から分泌された STC1 がブレオマイシンによる肺胞上皮
細胞で増加した ROS 産生を抑制して小胞体ストレスを抑制していると考えられた。 
次に in vitro にて肺胞上皮細胞に生じた酸化ストレスが、小胞体ストレス応答を誘
導し、その結果として TGF-β1 の発現が上昇する過程において、STC1 が酸化ストレ
スを抑制し小胞体ストレスの一つのマーカーである BiP 発現(図 17B)、そして
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TGF-β1 の発現を抑制（図 19A)することを示した。様々な細胞内外からの刺激がミ
スフォールドタンパク質の蓄積を誘導し、小胞体ストレス応答が誘導されるが、フォ
ールディング促進因子や小胞体関連分解因子の発現誘導などで正常な小胞体機能を
再構築する応答や、自然免疫および炎症性シグナル伝達経路の活性化により細胞に起
こった異常を知らせる応答をする。これらの応答で対応できない場合はアポトーシス、
ネクローシス、オートファジーに至る。本研究では、ブレオマイシン処理により、小
胞体ストレスマーカーで細胞保護機能保護分子である BiP が誘導され、アポトーシス
誘導分子である CHOP 発現に有意な変化がないことから（図 18A)、肺線維症の病態
として肺胞上皮細胞での酸化ストレスの増加に対する小胞体ストレスによる正常化
反応として、TGF-β1 発現が上昇し線維化が起こっていることが考えられた。小胞体
ストレスが TGF-β1 発現を誘導することが報告されているが 67)、それ以外の経路によ
るTGF-β1発現の抑制も考えられるため、発現経路について更なる検討が必要である。 
さらに私は TGF-β1、過酸化水素の刺激が、間葉系幹細胞の STC1 分泌を促進する
ことを明らかにした（図 20A,23A）。間葉系幹細胞の TGF-β1、過酸化水素誘導によ
る STC1 分泌能は、肺胞上皮細胞、線維化細胞に比し、圧倒的に強いものであった。
このことは、肺胞上皮細胞、線維芽細胞のみでは肺障害局所の STC1 濃度は効果を期
待できる範囲に達し得ないことを示している。TGF-β1 は、レセプタ （ーTGF-βR1,R2）
を介して、Smad 経路、MAPK 経路、PI3K/Akt/mTOR 経路などを刺激する。mTOR
が小胞体ストレスを増強すること 68)、また mTOR はワルブルグ効果を誘導する重要
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な因子の一つであるとの報告があるため 69)、STC1 分泌に PI3K/Akt/mTOR 経路が深
く関わるとの仮説を立て、特異的 Akt、PI3K、mTOR 阻害薬を用い検証したところ、
いずれの阻害薬も間葉系幹細胞の STC1 分泌を強く阻害した。このことより間葉系幹
細胞の STC1 分泌能は、PI3K/Akt/mTOR 経路の活性化に依存しているものと推定し
た。これら一連の経路を介して、間葉系幹細胞は肺の微小環境の恒常性を維持に重要
な働きをしていると考える。 
 我々は STC1 投与のみでも肺の障害作用が抑制されることを示したが、STC1 は多
くの癌に高発現していること、東北大学呼吸器内科で行われた以前の研究により、
STC1 が癌細胞のワルブルグ効果（好気的解糖）を誘導すること、そもそも IPF の患
者に於ける肺がん発生率が高率であることなどより 48,70-76)、STC1 を用いた肺線維症
治療には発癌リスクについては十分注意する必要がある。ただ、STC1 発現はいくつ
かの癌に内因性に発現しているだけであり、STC1 トランスジェニックマウスに発癌
が増加したデータはなく、癌細胞が発現する STC1 と STC1 の発癌作用は関連が十分
解明されていないため十分な検討が必要である。 
間葉系幹細胞は障害局所に集積する性質を持っている。また、解剖学上、静注した
間葉系幹細胞が最初に到達する臓器が肺であり、間葉系幹細胞の 9 割以上が肺にとど
まることがわかっている 77)。しかしながら間葉系幹細胞の生体内での寿命はせいぜい
1 週間程度であることがわかっており、胎児幹細胞や iPS 細胞のように、生着後に腫
瘍化する可能性は極めて低いと考えられている 78-80)。つまり、間葉系幹細胞は肺障
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害の局所に STC1 を効率よく移入することに非常に適した細胞であると考えられる 
81)。何らかの疾患に罹患している患者由来の間葉系幹細胞の外分泌能は低下している
と考えられており、IPF 患者由来の自己の間葉系幹細胞に、プラスミド導入によって
STC1 分泌能を一時的回復させ治療に用いることは、効果と安全性、rSTC1 を大量に
用いる費用などを考えれば、将来的に、臨床応用を検討するに足る治療と考える。 
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第 7 章 結論 
間葉系幹細胞から分泌された STC1 は、肺胞上皮細胞内の ROS を抑制し、小胞
体ストレスの軽減、ひいては TGF-β1 の産生を抑制することで、ブレオマイシン誘導
導肺線維症マウスにおける肺線維化は抑制する。また、間葉系幹細胞の STC1 分泌促
進作用に、PI3K/Akt/mTOR 経路が関与する。 
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